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“A fé é o firme fundamento das coisas que se 






O hipotálamo é uma estrutura do sistema nervoso central responsável por controlar diversas 
funções orgânicas. Recentes estudos apontam para uma intrigante relação entre o hipotálamo e o 
metabolismo do músculo esquelético. No presente estudo, demonstramos que a ação central da 
Interleucina 6 (IL6) é capaz de sensibilizar a musculatura esquelética aumentando oxidação de ácido 
graxo (OAG) em camundongos. Identificamos que essa ação ocorre através da ativação da via ERK 1/2 
hipotalâmica, uma vez que a infusão intracerebroventricular (ICV) do inibidor farmacológico da 
ERK1/2, o PD98059, aboliu o efeito causado IL6 sobre OAG no músculo esquelético. Para avaliar a 
relevância fisiológica destes achados, observamos que o exercício físico foi capaz de estimular a via 
IL6/ERK1/2 no hipotálamo ventromedial (VMH) e ativar a OAG no músculo esquelético. Por outro 
lado, a inibição da ação central da IL6 através da injeção ICV do anticorpo anti-IL6 em camundongos, 
atenuou o efeito do exercício sobre a OAG no músculo. Adicionalmente, camundongos IL6 knockout 
(IL6KO), apresentaram deficiência na OAG no músculo quando submetidos ao exercício. Ao passo que 
a infusão exógena do recombinante da IL6 via ICV, restaurou o feito sobre ativação da OAG muscular 
nos animais IL6KO. Finalmente, identificamos que a comunicação entre o hipotálamo e o músculo 
esquelético ocorre através da via α2AC adrenérgica, pois o uso do inibidor desta via, a Ioimbina, aboliu 
ativação da OAG promovido pela injeção ICV do recombinante de IL6, a mesma resposta observamos 
em camundongos duplo knockout para receptores adrenérgicos α2AC. Coletivamente, estes resultados 
mostram que a via IL6/ERK1/2 hipotalâmica participa da OAG muscular em camundongos. 
 









The hypothalamus is a structure of the central nervous system responsible for controlling 
various organic functions. Recent studies point to an intriguing relationship between the 
hypothalamus and skeletal muscle metabolism. In this study, we demonstrated that the central 
action of interleukin 6 (IL6) is able to sensitize the increasing skeletal muscle fatty acid 
oxidation (FAO) in mice. We identified that this action occurs through the activation of the 
ERK 1/2 hypothalamic, since the infused intracerebroventricularly (ICV) of the 
pharmacological inhibitor of ERK1 / 2, PD98059, abolished the effect of IL6 central FAO in 
skeletal muscle. To evaluate the physiological relevance of these findings, we observed that 
exercise was able to stimulate via IL6 / ERK1 / 2 in the ventromedial hypothalamus (VMH) 
and activate the FAO in skeletal muscle. On the other hand central inhibition action of IL6 
through ICV injection of anti-IL-6 antibody in mice attenuated the effect of exercise on muscle 
FAO. Additionally, IL6 knockout mice (IL6KO) showed deficiency in OAG in muscle when 
subjected to exercise. Whereas exogenous infusion of recombinant IL6 ICV restored the effect 
on activation of muscle FAO in IL6KO animals. Finally, we identified that the communication 
between the hypothalamus and skeletal muscle occurs through α2AC adrenergic pathway, since 
the use of the inhibitor of this pathway, yohimbine, abolished FAO activation promoted by ICV 
injection of recombinant IL6, the same response observed in mice double knockout α2AC 
adrenergic receptors. Collectively, these results show that the pathway IL6 / ERK1 / 2 
hypothalamic participates in the FAO muscle in mice. 
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O hipotálamo no controle da homeostase energética. 
Estudos realizados na década de 50 demonstraram que lesões no núcleo hipotalâmico 
ventromedial de roedores induziam hiperfagia e obesidade; enquanto estímulos no núcleo 
hipotalâmico lateral induziriam anorexia e perda de peso severa (Hervey, 1959). Esses dados foram 
determinantes na caracterização do hipotálamo como estrutura chave para o controle da homeostase 
energética em mamíferos. Atualmente, o hipotálamo é reconhecido como a principal estrutura 
anatômica do sistema nervoso central (SNC), sendo considerado o centro integrador das atividades 
dos órgãos viscerais, além de regular outras funções orgânicas importantes, como por exemplo; o 
controle da ingestão alimentar, da temperatura corporal, da sede, da pressão arterial, do gasto 
energético(Williams et al., 2001), dentre outras funções. 
Nas últimas décadas, novas funções atribuídas ao hipotálamo foram descritas em mamíferos 
como, por exemplo; o controle da produção hepática de glicose mediada pela ação central da insulina 
(Inoue et al., 2006), síntese de lipoproteína de alta densidade (HDL) pelo fígado controlada pelos 
receptores de melanocortina no hipotálamo (Perez-Tilve et al.), controle da lipogênese mediada pela 
ação central da leptina (Buettner et al., 2008). Esses e outros, achados reforçam os estudos iniciados 
na década de 50, colocando o hipotálamo definitivamente como centro controlador da homeostase do 
organismo. 
O hipotálamo no controle do metabolismo muscular 
Nos últimos 10 anos alguns estudos identificaram que regiões hipotalâmicas exercem funções 
distintas sobre o metabolismo muscular. Três estudos independentes, determinaram que a atividade 
hipotalâmica pode influenciar de maneira significativa o metabolismo da glicose no músculo 
esquelético de roedores. Em um desses estudos, foi observado que a orexina-A administrada na região 
ventromedial do hipotálamo de roedores aumentou significativamente a captação de glicose no 
músculo esquelético através da ativação de receptores beta adrenérgicos (Shiuchi et al., 2009). 
Recentemente, descrevemos que o baixo grau de inflamação mediado pelo aumento da atividade do 
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) em neurônios hipotalâmicos, é suficiente para induzir 
resistência à ação da insulina no músculo esquelético de roedores (Arruda et al.). Adicionalmente, 
Kim e colaboradores demonstraram que a ausência do fator de transcrição FoxO1 (forkhead box, 
class O) em neurônios hipotalâmicos específicos, resulta em aumento da sensibilidade à insulina em 
tecidos periféricos (Kim et al., 2012). Tomados em conjunto, esses dados apontam uma estreita 
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relação entre as funções hipotalâmicas sobre o metabolismo da glicose e sobre a sensibilidade à 
insulina no músculo esquelético. 
Essa relação entre hipotálamo e músculo parece ser ainda mais ampla. Em 2007, Johnen e colegas 
avaliaram a atividade de um membro da família do TGF-b (transforming growth factor, beta), o MIC-
1 (Macrophage inhibitory cytokine-1), no hipotálamo de roedores durante o desenvolvimento da 
síndrome anorexia/caquexia induzida por tumor. Os autores determinaram que a superexpressão do 
MIC-1 exclusivamente no hipotálamo, promoveu potente fosforilação e ativação do fator de 
transcrição STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3) em neurônios e induziu 
caquexia severa, com profunda redução da quantidade de massa muscular, mimetizando os efeitos 
catabólicos do tumor (Johnen et al., 2007). Contudo, mesmo na ausência de tumores, Braun e 
colaboradores determinaram que a ação da Interleucina-1 beta (IL-1b) no hipotálamo exerce efeitos 
catabólicos robustos sobre o músculo esquelético em ratos, de forma que, a administração 
intracerebroventricular de IL-1b promoveu aumento da expressão de moléculas relacionadas à 
atrofia, como a atrogin-1/MAFbx e MuRF1 no tecido muscular (Braun et al., 2011). Neste estudo foi 
observado que os efeitos catabólicos mediados pelo hipotálamo sobre o músculo, foi dependente da 
produção de glicocorticóides a partir da glândula adrenal, ao passo que a remoção cirúrgica da adrenal 
em roedores, bloqueou a ação central da IL-1b sobre o catabolismo muscular (Braun et al., 2011). 
Estes dois estudos apontam o hipotálamo como regulador do catabolismo no músculo esquelético 
através de mecanismos distintos. 
A oxidação de ácidos graxos no músculo esquelético através do hipotálamo 
Além de modular o metabolismo da glicose e o catabolismo no tecido muscular, o hipotálamo 
também parece exercer efeitos diretos sobre a o metabolismo dos ácidos graxos no músculo, 
especialmente sobre a oxidação dessa fonte energética. Minokoshi e colaboradores observaram que 
a administração intracerebroventricular de leptina em camundongos, foi capaz induzir a oxidação de 
ácidos graxos no músculo esquelético através da fosforilação da proteína quinase ativada por AMP, 
a AMPK.  
A AMPK é considerada enzima chave para a oxidação de ácidos graxos no meio intracelular 
(Hardie and Pan, 2002). Uma vez fosforilada, a AMPK promove fosforilação e inibição da acetil-
CoA caboxilase (ACC), enzima que cataliza a formação de malonil-CoA. A redução da concentração 
de malonil-CoA promovida pela AMPK favorece o aumento da atividade da carnitina palmitoil 
transferase I (CPT I), molécula responsável pelo transporte de ácidos graxos para o interior das 






Figura 1- Oxidação de ácidos graxos no músculo esquelético mediado pela fosforilação da 
AMPK. 
 
Embora seja ativada pelo aumento da razão AMP/ATP, Minokoshi e colegas determinaram que 
a ativação da AMPK no músculo mediada pela infusão central de leptina, ocorre através da 
estimulação simpática, de forma que a denervação cirúrgica aboliu a oxidação de ácidos graxos no 
músculo após a infusão de leptina no hipotálamo (Minokoshi et al., 2002). O esquema da ativação da 
AMPK no músculo em resposta à ação central da leptina é demostrado na figura 2.  
Figura 2 
 




Neste contexto, nosso laboratório se dedicou nos últimos anos, na avaliação dos efeitos do 
exercício físico sobre as funções hipotalâmicas. Em 2006 descrevemos que o exercício físico aeróbio 
prolongado é capaz de sensibilizar o hipotálamo através da ação parácrina da IL-6 produzida pelo 
músculo em contração (Flores et al., 2006). Mais recentemente descrevemos que o exercício físico é 
capaz de restabelecer os sinais anorexigênicos da insulina e da leptina no hipotálamo de roedores 
obesos, contribuindo para a redução da ingestão alimentar e do peso corporal, através de um 
mecanismo antiinflamatório que envolve o aumento da expressão sistêmica e localizada das citocinas 
IL-6 e IL-10 (Ropelle et al.). Esses resultados sugerem que a contração muscular promovida pelo 
exercício sensibiliza o hipotálamo através destas citocinas, estabelecendo uma intrigante conexão 
entre esses tecidos, mudando o entendimento do exercício físico como estratégia de controle da 
homeostase energética, conforme descrito em diferentes destaques editoriais (de Morentin and Lopez, 
2010) e (Welberg).  
 
Ativação de vias hipotalâmicas através da IL-6 
 
Via Jak2/STAT3 
O receptor de leptina (OBR) é membro da família gp130 da classe I dos receptores de 
citocinas (Tartaglia, 1997) é encontrado em muitos tecidos com várias formas de splicing, sendo 
a mais encontrada a de forma curta (OBRS), expressa em vários tecidos, que apresenta 
domínios intracelulares truncados, e a de forma longa (OBRL), que apresenta domínios 
intracelulares longos e que é expressa principalmente no hipotálamo (núcleos paraventricular, 
arqueado, ventromedial e dorsomedial) (Mercer et al., 1996; Woods et al., 1996).  
A homologia do receptor de leptina à classe I dos receptores de citocinas forneceu 
informações importantes para a descoberta dos possíveis mediadores intracelulares da ação da 
leptina. Os receptores da classe I das citocinas agem através das famílias das proteínas Jak 
(Janus Kinase) e STAT (Signal Transducers Activators of Transcription) (Heldin, 1995) 
(Figura 3). Tipicamente, as proteínas Jak estão constitutivamente associadas com sequências 
de aminoácidos dos receptores, e adquirem sua atividade tirosina quinase após a ligação do 
hormônio a seu receptor. Uma vez ativada, a proteína Jak fosforila o receptor induzindo a 
formação de um sítio de ligação para as proteínas STAT, as quais são ativadas após terem se 
associado ao receptor e serem fosforiladas pela Jak. As proteínas STAT ativadas são 
translocadas para o núcleo e estimulam a transcrição (Schwartz et al., 2000). Classicamente, a 
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ativação da STAT3 em neurônios hipotalâmicos promove aumento da transcrição de 
neuropeptideos anorexigênicos, dentre eles destaca-se a proopiomelanocortin (POMC) 
(Schwartz et al., 2000; Spiegelman and Flier, 2001).  
Via MEK/ERK 1/2 
 
Outra importante via ativada através dos receptores da classe I das citocinas é da ERKs 
(Extracellular Signal-regulated Kinases). Nos últimos anos dados sugerem que para ativação 
máxima da via de ERK pela leptina é necessário a ativação do resíduo tirosina 985 no ObRb. 
Ativação deste sítio permite o recrutamento e ativação da enzima SHP-2, a qual atua como 
intermediário na ativação de p21ras e da via MAP quinase, derivando na ativação das ERKs. 
SHP-2 tem mostrado desempenhar um papel positivo na mediação da ativação de ERK por 
receptores da classe I das citocinas (Bennett et al., 1996; Tang et al., 1995). Por outro lado, 
receptores de citocinas também são capazes de ativar a via MEK/ERK através da ativação da 
proteína Jak. Ogata e colaboradores demonstraram que a IL-6 desencadeia crescimento celular 
através da ativação da via MEK/ERK de uma maneira Jak dependente (Ogata et al., 1997).  
A homologia do receptor de leptina à classe I dos receptores de citocinas, permite que 
várias outras citocinas como a IL-1b, IL-6 e MIC1, amplifiquem a transmissão do sinal da 
leptina. Assim as proteínas subseqüentes ao receptor de leptina (Jak e STAT/ MEK e ERK) 
podem exercer uma interface no controle metabólico mediado pela ativação dessas vias (Johnen 
et al., 2007; Plata-Salaman, 1996; Ropelle et al., 2010).  
Essas informações são importantes, uma vez que citocinas, como por exemplo, a IL-6, 
podem induzir a fosforilação das proteínas Jak2 e STAT3/ MEK e ERK, independente da 
presença da leptina. Recentemente observamos que, agudamente, o exercício físico foi capaz 
de aumentar a fosforilação da STAT3 em hipotálamo de camundongos com deficiência na 
produção de leptina (ob/ob). Esse efeito foi atribuído ao aumento da expressão da IL-6 no 
hipotálamo em resposta ao exercício (Ropelle et al., 2010). Da mesma forma, foi visto que o 
exercício mimetiza ação da leptina no aumento da fosforilação de ERK1 / 2 e MEK1 / 2 no 
hipotálamo e acredita- se que este efeito seja mediados por alterações nas concentrações de IL-
6 (Zhao et al., 2011).   
Embora o exercício físico promova efeitos diretos sobre a oxidação de ácidos graxos no 
músculo através de mecanismos classicamente conhecidos (Abernethy et al., 1990; Hawley, 
2002; Spriet, 2002), evidências sugerem uma possível participação do sistema nervoso central 
no controle da oxidação de ácidos graxos no meio intramuscular, uma vez que, tanto a 
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fosforilação da AMPK como a oxidação de ácidos graxos em resposta ao exercício, 
permanecem elevadas no músculo esquelético por algumas horas durante o período de 
recuperação (Hagerman, 1992; Pauli et al., 2008). Pauli e colaboradores observaram que ratos 
obesos apresentaram aumento da fosforilação da AMPK no músculo esquelético por um 
período de até 16 horas após sessão aguda de exercício de natação (Pauli et al., 2008). Esses 
achados tornam-se interessantes, pois sugerem que a ativação persistente da AMPK no músculo 
em resposta ao exercício ocorra por mecanismos que não dependam exclusivamente do 
aumento da razão AMP/ATP, contudo esses mecanismos permanecem desconhecidos. 
2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo geral 
 
O principal objetivo do presente estudo foi caracterizar o efeito central da IL-6 sobre a 
ativação da via AMPK/ACC no músculo esquelético em roedores. 
 
2.2 Objetivo específico 
 
· Avaliar a sinalização ERK1/2 no hipotálamo, a via AMPK/ACC no músculo e oxidação 
de ácidos graxos muscular de camundongos após injeção ICV do recombinante de IL-
6. 
· Determinar os níveis de IL-6 e a sinalização ERK1/2 no hipotálamo, a via AMPK/ACC 
no músculo e oxidação de ácidos graxos muscular de camundongos após o exercício 
físico. 
· Investigar os efeitos do pré-tratamento ICV com anticorpo anti-IL-6 sobre a ERK1/2 no 
hipotálamo, a via AMPK/ACC no músculo e oxidação de ácidos graxos muscular de 
camundongos exercitados. 
· Avaliar a sinalização da ERK1/2 no hipotálamo e a via AMPK/ACC no músculo de 
camundongos knockout IL-6 exercitados. 
· Determinar a sinalização da ERK1/2 no hipotálamo e a via AMPK/ACC no músculo de 
camundongos knockout IL-6 tratados com recombinante IL-6. 
· Verificar a sinalização ERK1/2 no hipotálamo e a via AMPK/ACC no músculo de 
camundongos após tratamento intraperitoneal de inibidor da via α2 adrenérgica, 
Ioimbina e estimulados com injeções ICV de recombinante de IL-6. 
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· Identificar a sinalização da ERK1/2 no hipotálamo, a via AMPK/ACC no músculo e 
oxidação de ácidos graxos muscular de camundongos duplo knockout α2AC 
adrenérgico tratados com recombinante de IL-6. 
· Investigar os efeitos do tratamento ICV com inibidor da ERK1/2, PD 98059, sobre 
sinalização da ERK1/2 no hipotálamo, a via AMPK/ACC no músculo e oxidação de 
ácidos graxos muscular de camundongos estimulados com recombinante de IL6. 
3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
Reagentes e anticorpos: 
 
Reagentes para SDS-PAGE e imunotransferência foram de Bio-Rad Laboratories 
(Hercules, CA). Tris, aprotinina, ATP, ditiotreitol, fluoreto de fenilmetilsulfonilo, Triton X-
100, Tween 20, glicerol, e BSA (fracção V) eram da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). 
Papel de nitrocelulose (BA85, 0,2 mm) foi de Schleicher & Schuell (Keene, NH). Cloridrato 
de cetamina foi de Cristália (Itapira SP, Brasil), e result's nocaute membranas de PVDF IL-6 
foram usados Merck Millipore, Millipore Iberica, Madrid, Espanha. O kit de 
quimioluminescência foi de Thermo Scientific (Rockford, IL, EUA). Os anticorpos anti-IL-6 
(H-19), anti-pACC (Ser 78 / Ser 80) e anti-α-tubulina (B-7) eram de Santa Cruz Biotechnology 
e anti-pERK 1/2 (Thr202 / Tyr204) e anti-pAMPK (Thr 172) foram de Cell Signaling e 
Biotecnologia result's knockout IL-6, o anticorpo anti-pACC (Ser 79) e α-tubulina eram da 
Millipore e da Sigma, respectivamente. Os anticorpos secundários foram a partir de Thermo 
Scientific. IL-6 recombinante, eram da Calbiochem (San Diego, CA, EUA). A ioimbina e 
prazosina eram da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) e PD 98059 era de Laboratório LC 
(Woburn, MA). Rotina reagentes foram adquiridos a Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO), a 
menos que especificado de outra forma. As doses administradas em cada grupo experimental 
são dados abaixo. 
Animais: 
 
Nós usamos C57BL6 / J, IL-6 camundongos knockout do sexo masculino e a2A / α2C-
adrenérgico nocaute. C57BL6 / J foi da Universidade de Campinas Centro de Criação Central, 
a IL-6 KO era pela Universidade de Santiago de Compostela e KO α2AC foi da Universidade 
de São Paulo. Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais, com temperatura controlada 
(22-24 ° C) e ciclos de luz e escuro (12h), também tiveram acesso ad libitum a ração padrão 
para roedores e água. Todos os estudos foram sujeitos a Universidade de Campinas animal Ética 
Comitê de Uso (número 2849-1). 
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Cânula de implantação: 
Os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg) e Diazepam (0.07mg) (0,2 ml / 
100g de peso corporal). O procedimento teve início quando os reflexos da córnea e da dor da 
pata foram abolidas. Os animais foram posicionados na estereotáxico e uma intraparietal um 
centímetro incisão foi realizada após a tricotomia e anti-sepsia craniano. Depois disso, o 
periósteo foi divulsionados e com a calota craniana exposta, o bregma foi visualizado para as 
coordenadas estereotáxica. Implantação cânula foi destinado para o terceiro ventrículo de ratos, 
pesando de 25 a 30g (coordenadas: AP (antero-posterior): -1.8mm, L (lateral): 0,0 milímetros, 
V (vertical): -5.0mm) de acordo com o atlas estereotáxica. Para implantar a cânula em núcleos 
ventromedial as coordenadas são AP (antero-posterior): - 1,7 milímetros, L (lateral): -0,5mm, 
DV (dorsovertral) -5,5. 
Intracerebroventricular (ICV) infusão: 
Cinco dias após a cirurgia, os ratinhos foram injectados com A angiotensina II (40 ng 
em 2 ul), os ratinhos que ingerem água dentro de cinco minutos após a infusão de angiotensina 
ICV foi considerado adequado para utilização nas experiências. Após 48 horas de repouso, um 
grupo de animais recebeu uma dose única de IL-6 recombinante (200 ng em 2 ul). Outro grupo 
recebeu exercida uma única infusão de anticorpos anti-IL-6 (50 ng em 2 ul) 30 minutos antes e 
logo após o protocolo de exercício e os tecidos foram removidos nos pontos de tempo indicados. 
Para o tratamento com inibidor de ERK, PD 98059 (60 uM em 2 mL), em primeiro lugar, os 
animais receberam infusão de IL-6, após 30 minutos, que foram tratados com PD 98059 ICV. 
Os tecidos foram removidos em tempo diferente, para soleus, gastrocnemius, extensor 
digitorum longus (EDL) músculos, 3 horas após o tratamento com IL-6 e hipotálamo péptido 
30 minutos após o tratamento com IL-6 péptido. 
A injecção intraperitoneal (IP): 
O antagonista do receptor adrenérgico α1 Prazosina (4 mg por kg; Sigma) e do 
antagonista do receptor adrenérgico α2 ioimbina (5 mg por kg; Sigma) foi injectado por via 
intraperitoneal (IP), 30 minutos antes e 1 h após a injecção de IL-6 péptido ou solução salina. 
Dissecção das regiões do hipotálamo: 
Os ratinhos foram mortos por decapitação e núcleos hipotalâmicos foram rapidamente 
dissecados e congelados em azoto líquido. Posteriormente, cada região do hipotálamo foi 
dissecado a partir de 1 mm de espessura, secções sagitais de cérebro fresco. PVH, ARH, e VMH 
foram dissecados a partir das primeiras secções da linha média do cérebro. Coordenadas para 
cada região hipotalâmica são como se segue; PVH: área quadrada com margem anterior (região 
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posterior da comissura anterior), a margem dorsal (fronteira com o tálamo), margem ventral, e 
margem posterior (substância branca que separa PVH / hipotálamo anterior e VMH); VMH: 
área triangular com margem anterior (substância branca que separa PVH / hipotálamo anterior 
e VMH), a margem posterior (fronteira com o corpo mamilares) e margem ventral (fronteira 
com a ARH); ARH: parte ventral do hipotálamo medial anterior e com margem dorsal e 
margem posterior (fronteira com o corpo mamilares). 
Oxidação palmitato no músculo sóleo isolado 
Os animais foram sacrificados e os músculos soleus isolado e incubadas como descrito 
previamente por Crettaz et ai. (Crettaz et al., 1980) e adaptada por Challiss et ai. (1986). 
Resumidamente, os ratinhos foram sacrificados por deslocamento cervical, os seus músculos 
soleus com cuidado e rapidamente isolada, mantida sob tensão de repouso com grampos de aço 
inoxidável e pré-incubada em um bicarbonato de Krebs-Ringer tamponada (TBKR) contendo 
glucose 5,6 mM, pH 7,4 durante 30 minutos num aquecida banho a 35 ° C com 95% de O2 e 
5% de CO2, com agitação contínua (90 oscilações / min). Após este período, os músculos foram 
transferidos para outros frascos contendo o mesmo tampão, mas adicionou-se 0,2 ml / ï¿½i [U-
14C] palmitato e 100 uM não marcado palmitato. O último foi previamente diluído em etanol 
(solução a 80 mM) antes da sua adição no tampão de incubação. Solução de NaOH (2 N, 0,4 
mL) foi adicionado ao microtubo isolado a partir do interior da garrafa, à adsorção 14CO2. Os 
músculos foram incubadas durante 2 horas sob as mesmas condições. No final da incubação, 
os músculos foram lavadas brevemente em TBKR frio (4 ° C), secos em papel de filtro, 
congelado em azoto líquido e subsequentemente pesado. Os frascos foram selados 
hermeticamente para medir a oxidação de [14C] L-palmitato segundo método descrits por 
Leighton et al. (Leighton et ai., 1985). 
Immunoblotting 
Após os respectivos tratamentos, os animais foram anestesiados e as amostras de sóleo, 
gastrocnémio e músculo EDL foram removidas nos pontos de tempo indicados. Daí em diante, 
os ratinhos foram mortos e diencéfalo basal, incluindo a região pré-óptica e o hipotálamo foi 
obtido, triturado grosseiramente, e homogeneizada imediatamente em tampão de solubilização, 
contendo (mM) 100 de Tris (pH 7,6), 1% de Triton X-100, 10 de Na3VO4, 100 de NaF, 10 
Na4P2O7, 4 de EDTA, 150 de NaCl, 0,1 mg de aprotinina, e 35 mg de fluoreto de 
fenilmetilsulfonilo por mililitro, utilizando um Polytron PTA 20S gerador (modelo PT 10/35; 
Brinkmann Instruments, Westbury, NY) operado a 44 velocidade máxima durante 30 segundos 
e clarificado por centrifugação. Todas as amostras de todos os grupos foram sujeitos a SDS-
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PAGE e transferidas para membrana de nitrocelulose. As membranas foram incubadas durante 
12 horas a 4 ° C com o anticorpo primário, após bloqueio com 5% de leite magro em TBST (10 
mmol / L de Tris, 150 mmol / L de NaCl; 0,02% de Tween 20) durante 90 minutos à temperatura 
ambiente. O sinal foi detectado após a incubação do anticorpo secundário por 60 minutos numa 
solução a 3% de gordura não-TBST leite e tratamento com dois ml de SuperSignal® West Pico 
Chemiluminescent Substrate e exposição a uma película fotossensível RX da Kodak. 
Intensidades de banda foram quantificados por densitometria óptica de autoradiografias 
desenvolvidos usando UN-SCAN-IT gel 7,1 (Silk Scientific, Inc.) 
Protocolo de exercício físico 
Os ratos foram aclimatados à água durante três dias consecutivos, dez minutos por dia 
em um recipiente com aproximadamente um centímetro de água a 33 ° C. Posteriormente, parte 
dos animais aclimatados foi submetido a uma única sessão de exercício. O protocolo de natação 
foi composta de quatro sessões de 30 minutos, com um intervalo de cinco minutos entre elas, 
para um total de duas horas, tal como descrito anteriormente (Ropelle et al., 2010). Quatro 
animais de cada vez nadou em recipientes de plástico com 40 centímetros de comprimento, 30 
cm de largura e 45 cm de profundidade. A temperatura da água foi mantida a aproximadamente 
33 ° C durante todo o protocolo. Depois do exercício, os animais foram fixados por seis horas 
de extracção de músculo esquelético. 
Inteleukin 6 determinação 
Os níveis de citocinas IL-6 foi determinada em amostras de soro utilizando kits ELISA 
(Pierce Endogen, Rockford, IL), de acordo com as instruções do fabricante. 
Análise dos resultados: 
Todos os resultados foram expressos como média ± SEM. Immunoblot resultados foram 
apresentados como comparações diretas das bandas autoradiográficos e respectiva 
quantificação. Os dados foram analisados pelo teste t de Student ou ANOVA de uma via, 
conforme o caso, com hoc Bonferroni testes post para comparações múltiplas unpairwise de 
meios. O nível de significância adotado foi p <0,05. Software STATISTICA 6.0 utilizado para 
a análise. 
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The hypothalamus plays a critical role in the control of the energy homeostasis in 
mammals. Here, we combined pharmacological, physiological and genetic approaches to show 
that the stimulation of IL6/ERK1/2 pathway in the ventromedial hypothalamus (VMH) induces 
the fatty acid oxidation in skeletal muscle of mice. Hypothalamic ERK1/2 activation induced 
by intracerebroventricular injection of IL6 or by exercise, increased AMPK and ACC 
phosphorylation and fatty acid oxidation in oxidative fiber types. Conversely, the 
pharmacological inhibition of ERK1/2 in the hypothalamus prevented the central effect of IL6 
injection on AMPK and ACC phosphorylation and fatty acid oxidation in muscle. Interestingly, 
IL6 knockout mice displayed defective hypothalamic ERK1/2 activation and AMPK 
phosphorylation after exercise. Similar results were found when we disrupted the 
hypothalamic-specific IL-6 action in exercised mice. Finally, we demonstrated that 
hypothalamic IL6/ERK1/2 signaling requires the α adrenergic flow, since the central IL6 
injection did not change fatty acid oxidation in muscle of animal injected with α adrenergic 
blocker and in double knockout mice of two subunits of α2 receptors (α2A and α2C). Taken 
together these data demonstrated that hypothalamic IL6/ERK1/2 signaling controls the fatty 

















Interleukin-6 is an inflammatory cytokine that plays an important role in the lipid and 
glucose metabolism in peripheral tissues and energy metabolism in mammals (Pedersen, 2011; 
Ruderman et al., 2006). Although various tissues expressing IL-6 receptor (Kharraz et al., 2013) 
studies have shown that modulation in energy expenditure through IL6 is mainly exerted on the 
central nervous system, more specifically in the region dorsomedial, ventromedial and medial 
preoptic hypothalamic nuclei (Rothwell et al., 1991; Schobitz et al., 1993; Shizuya et al., 1998; 
Wallenius et al., 2002) 
In the last decades, studies have demonstrated that the VMH is an important nucleus for 
the modulation of some peripheral functions, such as fatty acid oxidation and glucose uptake in 
skeletal muscle, when stimulated by leptin (Minokoshi et al., 1999; Minokoshi et al., 2002; 
Shiuchi et al., 2009; Toda et al., 2013). Leptin exerts its function in the VMH through the 
activation of melanocortin receptor (MCR), moreover the connection established by that 
mechanism is through the sympathetic pathway (Minokoshi et al., 2002; Toda et al., 2009).  
As well as leptin IL-6 is able to stimulate intracellular signaling pathways, including the 
signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3), phosphoinositide 3-kinase (PI3K) 
and extracellular signal-regulated kinase 1 or 2 (ERK1 / 2) (Morton and Schwartz, 2011; 
Ropelle et al., 2010). We previously showed that exercise activates the STAT3 phosphorylation 
in the hypothalamus of mice deficient in leptin production (ob/ob). This effect was endorsed to 
increased hypothalamic IL-6 expression in response to exercise (Ropelle et al., 2010). However, 
the mechanism by which central IL-6 can sensitize the skeletal muscle remains unknown.   
Therefore, we hypothesized that IL-6 could act on the central nervous system 
modulating intracellular pathways in specific nuclei responsible for the control of muscle 
metabolism. Thus, we sought investigate the effect of hypothalamic IL-6 on the modulation of 
fatty acid oxidation in skeletal muscle. 
MATERIALS AND METHODS 
Reagents and antibodies:  
Reagents for SDS-PAGE and immunoblotting were from Bio-Rad Laboratories 
(Hercules, CA). Tris, aprotinin, ATP, dithiothreitol, phenylmethylsulfonyl fluoride, Triton X-
100, Tween 20, glycerol, and BSA (fraction V) were from Sigma Chemical Co. (St. Louis, 
MO). Nitrocellulose paper (BA85, 0.2 mm) was from Schleicher & Schuell (Keene, NH). 
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Ketamine hydrochloride was from Cristália (Itapira SP, Brazil), and result´s knockout IL-6 
were used PVDF membranes from Merck Millipore, Millipore Iberica, Madrid, Spain. The 
chemiluminescent kit was from Thermo Scientific (Rockford, IL, EUA). Antibodies anti-IL-6 
(M-19), anti-pACC (Ser 78/Ser 80) and anti-α-tubulin (B-7) were from Santa Cruz 
Biotechnology and anti-pERK 1/2 (Thr202/Tyr204) and anti-pAMPK (Thr 172) were from Cell 
Signaling Biotechnology and result´s knockout IL-6 the antibody anti- pACC (Ser 79) and α-
tubulin were from Millipore and Sigma respectively. Secondary antibodies were from Thermo 
Scientific. Recombinant IL-6, were from Calbiochem (San Diego, CA, USA). Yohimbine and 
Prazosin were from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) and PD 98059 was from LC 
Laboratory (Woburn, MA). Routine reagents were purchased from Sigma Chemical Co. (St. 
Louis, MO), unless otherwise specified. The doses administrated in each experimental group 
are given below. 
Animals:  
We used male C57BL6/J, IL-6 knockout mice and α2A/α2C-adrenoceptor knockout. 
C57BL6/J was from the University of Campinas Central Breeding Center, the IL-6 KO was 
from the University of Santiago de Compostela and KO α2AC was from the University of São 
Paulo. The mice were kept in individual cages with controlled temperature (22-24 oC) and light 
and dark cycles (12h), they also had ad libitum access to standard rodent chow and water. All 
studies were subjected to the University of Campinas Animal Ethics Use Committee (number 
2849-1). 
Cannula implantation: 
Animals were anesthetized with Ketamin (100mg) and Diazepan (0.07mg) (0.2mL/100g 
body weight). The procedure started when corneal and paw pain reflexes were abolished. 
Animals were positioned at the stereotaxic and a 1 cm intraparietal incision was performed after 
the cranial trichotomy and antisepsis. Afterward, the periosteum was divulsed and with the 
exposed skullcap, the bregma was visualized for the stereotaxic coordinates. Cannula 
implantation was aimed to the third ventricle of mice weighting 25 to 30g (coordinates: 
AP(antero-posterior): -1.8mm, L(lateral): 0.0mm, V(vertical): -5.0mm) according to 
stereotaxic atlas. To implant the cannula in ventromedial nuclei the coordinates are AP(antero-
posterior): - 1.7mm, L(lateral): -0,5mm, DV(dorsovertral) -5,5.  
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Intracerebroventricular (ICV) infusion: 
Five days after surgery the mice were injected with Angiotensin II (40ng in 2μL), mice 
that ingest water within five minutes after angiotensin ICV infusion was considered suitable for 
use in the experiments. After 48 hours resting, one group of animals received a single dose of 
recombinant IL-6 (200ng in 2μL). Another exercised group received a single infusion of anti-
IL-6 antibody (50ng in 2μL) 30 minutes before and soon after the exercise protocol and the 
tissues was removed at the time points indicated. To treatment with ERK inhibitor, PD 98059 
(60 μM in 2 μL), firstly the animals received IL-6 infusion, after 30 minutes they were treated 
with PD 98059 ICV. The tissues were removed in different time, to soleus, gastrocnemius, 
extensor digitorum longus (EDL) muscles, 3 hours after treatment with IL-6 peptide and 
hypothalamus 30 minutes after treatment with IL-6 peptide. 
Intraperitoneal injection (IP): 
The α1 adrenergic receptor antagonist Prazosin (4 mg per kg; Sigma)   and α2 adrenergic 
receptor antagonist Yohimbine (5 mg per kg; Sigma) was injected intraperitoneally (i.p.), 30 
min before and 1 h after injection of IL6 peptide or saline. 
Dissection of the hypothalamic regions 
Mice were killed by decapitation and hypothalamic nuclei were quickly dissected and 
frozen in liquid nitrogen. Later on, each region of the hypothalamus was dissected from 1 mm 
thick sagittal sections of fresh brain. PVH, ARH, and VMH were dissected from the first 
sections from the midline of the brain. Coordinates for each hypothalamic region are as follows; 
PVH: square area with anterior margin (posterior region of anterior commisure), dorsal margin 
(border with thalamus), ventral margin, and posterior margin (white matter separating 
PVH/anterior hypothalamus and VMH); VMH: triangular area with anterior margin (white 
matter separating PVH/anterior hypothalamus and VMH), posterior margin (border with 
mammilary body), and ventral margin (border with ARH); ARH: ventral part of the medial 
hypothalamus with anterior and dorsal margin and posterior margin (border with mammilary 
body).  
Palmitate oxidation in isolated soleus muscle 
The animals were euthanized and their soleus muscles isolated and incubated as 
previously described by Crettaz et al. (Crettaz et al., 1980) and adapted by Challiss et al. (1986). 
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Briefly, mice were sacrificed by cervical dislocation, their soleus muscles carefully and quickly 
isolated, kept under resting tension with stainless steel clips and preincubated in a buffered 
Krebs-Ringer bicarbonate (TBKR) containing 5.6 mM glucose, pH 7.4 for 30 minutes in a 
heated bath to 35 ° C with 95% O2 and 5% CO2, with continuous shaking (90 oscillations / 
min). After this period, the muscles were transferred to other vials containing the same buffer 
but added with 0.2 ï¿½i / ml [U-14C] palmitate and 100 uM unlabeled palmitate. The latter was 
previously diluted in ethanol (80 mM solution) before its addition in the incubation buffer. 
NaOH solution (2 N, 0.4 mL) was added to the microtube isolated from the inside the bottle, to 
adsorption 14CO2. The muscles were incubated for 2 h under the same conditions. At the end 
of the incubation, muscles were briefly washed in TBKR cold (4 ° C), dried on filter paper, 
frozen in liquid nitrogen and subsequently weighed. The flasks were hermetically sealed to 
measure the oxidation of [U-14C] palmitate second method descrits by Leighton et al. 
(Leighton et al., 1985). 
Immunoblotting: 
After the respective treatments, animals were anesthetized and samples from soleus, 
gastrocnemius and EDL muscle were removed at the time points indicated. Thereafter, mice 
were killed and the basal diencephalon, including the preoptic area and the hypothalamus was 
obtained, minced coarsely, and homogenized immediately in solubilization buffer containing 
(mM) 100 Tris (pH 7.6), 1% Triton X-100, 10 Na3VO4, 100 NaF, 10 Na4P2O7, 4 EDTA, 150 
NaCl, 0.1 mg aprotinin, and 35 mg phenylmethylsulfonyl fluoride per milliliter, using a 
polytron PTA 20S generator (model PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY) 
operated at 44 maximum speed for 30 seconds and clarified by centrifugation. All the samples 
from all groups were subjected to SDS-PAGE and blotted onto nitrocellulose membrane. The 
membranes were incubated for 12 hours at 4°C with primary antibody after blockade with 5% 
non-fat milk in TBST (10 mmol/L Tris; 150 mmol/L NaCl; 0.02% Tween 20) for 90 minutes 
at room temperature. The signal was detected after the secondary antibody incubation for 60 
minutes in a 3% non-fat milk TBST solution and treatment with two mL of SuperSignal® West 
Pico Chemiluminescent Substrate and exposition to photosensitive RX film from Kodak. Band 
intensities were quantified by optical densitometry of developed autoradiographs by using UN-
SCAN-IT gel 7.1 (Silk Scientific, Inc.) 
Physical exercise protocol 
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Mice were acclimated to the water for three consecutive days, ten minutes a day in a 
container with approximately one centimeter of water at 33°C. Afterwards, part of the 
acclimated animals was subjected to a single bout of exercise. The swimming protocol was 
composed of four sessions of 30 minutes with five minutes interval in between, for a total of 
two hours, as previously described (Ropelle et al., 2010). Four animals at a time swam in 
plastic containers with 40cm length, 30 cm wide and 45 cm depth. Water temperature was 
maintained at approximately 33°C during the entire protocol. After the exercise, animals were 
fastened for six hours for skeletal muscle extraction. 
Inteleukin 6 determination 
Cytokine levels IL6 was determined in samples of serum using ELISA kits (Pierce Endogen, 
Rockford, IL), according to the manufacturer’s instructions. 
Analysis of results: 
  All the results were expressed as mean ± SEM. Immunoblot results were presented as 
direct comparisons of the autoradiographic bands and respective quantification. Data was 
analyzed by Student t test or one-way ANOVA, as appropriate, with post hoc Bonferroni tests 
for multiple unpairwise comparisons of means. The level of significance adopted was p < 0.05. 
STATISTICA 6.0 software used for the analysis. 
RESULTS 
Central interleukin 6 activates fatty acid oxidation in skeletal muscle in a time-
dependent manner 
  To determine if CNS IL-6’s can modulate muscular AMPK activation and consequently 
the fatty acid oxidation, intracerebroventricular injection of IL-6 peptide (200ng) was 
performed according to the protocol described in Materials and Methods in C57BL6/J mice. 
First we investigated what would be the ideal time for tissue extraction after the infusion in 
different muscles. For this, mice were euthanized at different time points: one, three and six 
hours after IL-6 infusion into the third ventricle. When we performed the immunoblot for 
AMPK pathway, we observed that tissues extracted one and three hours after IL-6 infusion 
presented higher phosphorylation of AMPK and ACC protein level at the soleus muscle as well 
as the red portion of gastrocnemius when compared to control animals (Figures 1A, 1B, 1F and 
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1G). In addition, to confirm this result, we analyzed the acid fatty oxidation and, as expected, 
after 3 hours of IL-6 infusion there was a significant increase in acid fatty oxidation in soleus 
muscle (Figure 1C). Additionally, in EDL and white portion of gastrocnemius, there was no 
modulation of the AMPK pathway after IL-6 infusion (Figures 1D, 1E, 1F and 1G). On energy 
expenditure, animals that received IL-6 ICV after 3 hours showed a 40% increase in the release 
of CO2, suggesting a significant increase in the oxidation of energy substrates (Figure 1H). 
Central interleukin 6 modulates fatty acid oxidation in muscle through ERK 1/2 
pathway   
To extend our hypothesis, we investigated hypothalamic protein that is activated by IL-
6 and what is its role in fatty acid oxidation in muscle, ERK 1/2. Firstly, ICV injection of IL 6 
peptide was made and the hypothalamic nuclei dissected to analyze which region in the 
hypothalamus ERK can be activated by IL-6. The Western blot assay revealed abundant ERK 
1/2 phosphorylation in the ventromedial nucleus when compared to ARC and PVN mice treated 
with IL-6 (Figure 2A). Thus, we examined the ERK1/2 role in fatty acid oxidation in muscle. To 
this, animals were treated with IL-6 peptide, after 30 minute they received ERK 1/2 inhibitor, 
PD 98059, some animals were sacrificed after 30 minutes to remove the hypothalamus and 
some animals were sacrificed after 3 hours to analyzed soleus muscle. Using Western blotting, 
we observed that IL-6 infusion into the hypothalamus was able to promote the phosphorylation 
of ERK 1/2, however treatment with inhibitor abolished this activation (Figure 2B). 
Interestingly, ERK inhibitor when compared to mice treated with IL-6 (Figures 2C and 2D) 
abolished the activation of AMPK/ACC signaling in muscle. Consistent with results seem in the 
inhibition of activation of the AMPK/ACC signaling in muscle caused by the inhibitor of ERK, 
muscle fatty acid oxidation was also abolished (Figure 2E).  
Fatty acid oxidation in muscle activation by central IL-6 require signaling pathway α2AC 
adrenergic. 
After evaluating what possible via the hypothalamic signaling is involved in the central 
action of IL6 in the oxidation of muscle fatty acids, we determine whether the effects of IL-6 
on AMPK activation require the hypothalamic - sympathetic nervous system axis and which 
the pathway involved in the neurally mediated effects. For this, we examined the impact of α1 
and α2 - adrenergic antagonist Prazosin and Yohimbine respectively, on IL 6 - induced 
activation of AMPK in soleus muscle (Figure 3A). Using Western blotting, Yohimbine 
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abolished the activation of AMPK pathway 3 hours after ICV IL-6 (Figures 3A and 3B), in 
contrast, the α1- adrenergic antagonist, Prazozin, had no effect (Figures 3A and 3B). Mice 
lacking both the α2A/α2C-adrenoceptors were used to evaluate the participation of the α2 - 
adrenoceptor on fatty acid oxidation in muscle central IL 6 induced. Consistent with the results 
of pharmacological adrenergic blockade, the α2A/α2C-adrenoceptor double knockout mice 
showed no pathway activation muscle AMPK induced by central IL-6 treatment (Figures 3C 
and 3D). When palmitate oxidation in the soleus muscle measured, these animals did not show 
pathway activation muscle AMPK when treated with central IL6 (Figure 3E).  
Interestingly, α2A/α2C-adrenoceptor double knockout controls and treated with IL6 ICV 
had low serum levels of IL6 similar to those seen in C57BL6/J control animals (Figures 3F and 
4C). 
Thus, the α2AC - adrenergic, but not the α1 - adrenergic, pathway is involved in the 
sympathetic nerve-mediated the effect of central IL-6 on muscle AMPK.  
Muscle fatty acid oxidation induced by exercise requires the action of central IL-6 
 
To determine if physical exercise can modulate muscular AMPK activation, C57BL6/J mice 
were subjected to the acute swimming protocol as described in Methods. Likewise, in the 
experiment with IL-6 infusion, these animals were sacrificed at different time points after the 
exercise. And, similar to the results of IL-6 infusion, exercise was able to modulate AMPK 
phosphorylation in the soleus muscle, as well as other protein pathways in one and three hours 
exercised animals compared to unexercised animals (Figures 4A and 4B). However, muscle 
extracted from animals one hour after exercise presented higher phosphorylation of AMPK than 
muscle extracted after three hours (Figures 4A and 4B). Nevertheless, tissues extracted three 
and six hours after the exercise presented higher and significant activation of AMPK compared 
to unexercised samples. In addition, serum IL-6 levels were measured and we observed that 
after 3 hours of exercise, the levels of IL-6 was restored to the same levels of CTL, 
demonstrating that the effect of exercise on AMPK activation is due to central action of IL -6 
(Figure 4C). 
To assess which hypothalamic nucleus exercise was able to activate the ERK 
phosphorylation, in the exercised animals we dissect the hypothalamus. Consistent with results 
seem with IL-6 infusion, the ERK phosphorylation was significantly higher in the ventromedial 
nucleus when compared to ARC the exercised animals (Figure 4D).  
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In order to confirm the importance of IL-6 induced by exercise in the fatty acid oxidation, 
mice were subjected to the acute swimming protocol and intracerebroventricularly treated with 
IL-6 antibody (50µg) 30 minutes before and soon after exercise as provided in the Methods 
section. In addition, based on the time course results obtained with IL-6 infusion and exercise, 
we decided to perform the following experiments using the extraction time of three hours after 
the treatments to muscle tissue, since this time was significantly able to modulate the AMPK 
pathway in both time courses. 
Thus, in the results presented in the figure 4E, we note that exercised animals treated with 
IL-6 antibody had abolished ERK 1/2 phosphorylation in hypothalamus and AMPK activation 
in muscle (Figure 4F), and the same observation was seen in other downstream proteins of the 
AMPK pathway in muscle (Figure 4G). In accordance with this result, analysis of fatty acid 
oxidation, showed increased fatty acid oxidation after exercise, and treatment with IL-6 
antibody prevented the effect of exercise, with fatty acid oxidation values similar to the ones 
observed in the control animals (Figure 4H). Collectively, these results indicate that fatty acid 
oxidation in the muscle may be modulated by hypothalamic ERK 1/2 through the central IL-6 
originated in response to exercise. 
IL-6 Knockout animal has impaired muscle fatty acid oxidation in induced by exercise 
As noted in the previous figure, inhibition of IL-6 abolishes the effect of fatty acid oxidation 
in muscle. To further investigate the isolated role of IL-6 in regulating fatty acid oxidation in 
muscle, we decided to use the IL-6 knockout animals. For the present experiment, IL-6 
knockout animals were submitted to the swimming exercise and one group euthanized 30 
minutes and another group sacrificed 3 hours after exercise to analysis in hypothalamus and 
muscle soleus, respectively. Interestingly enough, we obtained similar results to treatment data 
with IL-6 antibody. Hypothalamus samples of IL-6 knockout mice exercised showed no 
activation of ERK 1/2 compared to wild type (Figure 5A). The same was seen in muscle 
samples, no modulation of the AMPK phosphorylation or its downstream proteins was 
observed, with similar phosphorylation levels from control (unexercised knockout) animals 
(Figures 5B and 5C). In the IL-6 knockout animals, resting levels of AMPK phosphorylation 
are higher than that observed in wild type resting mice (Figure 5B). While in wild type animals 
exercise induces phosphorylation of AMPK, the IL-6 KO mice have an impaired increase in 
AMPK phosphorylation after exercise (Figure 5B).This is also observed in the downstream 
effectors of the pathway (Figure 5C). These animals are deficient in IL-6 cytokine although 
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they have their receptors intact. Therefore, we realized the treatment with exogenous IL-6 
peptide in the IL-6 KO animals, both the response in the ERK 1/2 activation of hypothalamus 
as pathway activation muscle AMPK have been restored (Figures 5D, 5E and 5F). 
Together, these results suggest that the effect of exercise on muscle fatty acid oxidation is 




In the present study we reported that hypothalamic IL6/ERK signaling induces fatty acid 
oxidation in skeletal muscle. We have shown that ERK signaling in the VMH mediates the IL-
6-induced increase AMPK and ACC phosphorylation and in fatty acid oxidation specifically in 
oxidative fiber types of mice. We also explored the role of an alpha adrenergic pathway, 
connecting the central action of IL6/ERK signaling to the fatty acid metabolism in skeletal 
muscle. In particular, we demonstrated that a2A and a2C receptors play a key role in this 
physiological circuitry. 
Several studies have demonstrated that central or peripheral action of IL6 has beneficial 
effects on energy expenditure and lipid metabolism in animals and humans (Carey et al., 2006; 
Kharraz et al., 2013; Lukaszuk et al., 2012; van Hall et al., 2003; Wallenius et al., 2002). 
Wallenius and colleagues reported that the central action of IL6 increased the energy 
expenditure in mice (Wallenius et al., 2002). In the same direction, a large number of studies 
demonstrated that the central action of leptin, a hormone like cytokine, induces a potent pro-
thermogenic response (Henry et al., 2011) and lipid oxidation in skeletal muscle (Minokoshi et 
al., 2002). Recently, another experimental study described that the central action of IL1b 
induced weight loss and muscle atrophy (Braun et al., 2011). Our results showed that IL6 ICV 
injection increased the oxygen consumption and lipid oxidation in soleus muscle of mice. Taken 
together these and other studied provided an substantial evidences that the central action of 
several cytokines, including IL6, controls the energy homeostasis, in particular in skeletal 
muscle. 
 
The connection between the hypothalamus and muscle metabolism has been extensively 
examined. An interestingly study showed that the central action of Orexin A in VMH induced 
glucose uptake in skeletal muscle of mice (Shiuchi et al., 2009). The stimulation of 
hypothalamic ERK1/2 pathway has been also implicate in the control of glucose metabolism in 
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muscle. ERK and its upstream kinase MEK control the leptin-induced increase in glucose 
uptake and insulin sensitivity in the oxidative fiber-type in skeletal muscle of mice through 
activation of the melanocortin system in the VMH (Toda et al., 2013). Our study demonstrated 
that pharmacological or physiologic activation of ERK in VMH through the IL6, increased the 
AMPK and ACC phosphorylation and fatty acid oxidation in the soleus muscle of mice.  
Basically, hormonal and neural pathways mediate the interaction among the central 
nervous system and muscle function. Accumulating number of studies have demonstrated that 
sympathetic outflow stimulates different signals in peripheral tissues, such as, adipose and 
hepatic tissue and skeletal muscle (Shiuchi et al., 2009; Song et al., 2010; Tsuneki et al., 2015). 
Minokoshi and colleagues showed that denervation of the sciatic, femoral and obturator nerves 
abolished the AMPK phosphorylation in the skeletal muscle of mice that received ICV injection 
of leptin (Minokoshi et al., 2002). Surprisingly, our results demonstrated that hypothalamic 
IL6/ERK axis induced fat acid oxidation in the skeletal muscle through the sympathetic outflow 
through the a2 adrenergic pathway, involving specifically the a2A and a2C receptors. These 
findings are in consonance with the literature, since the stimulation of the a-adrenergic, but not 
the b-adrenergic, pathway is involved in AMPK activation in skeletal muscle (Minokoshi et al., 
2002). The intracellular mechanism by which a2A and a2C receptor induces AMPK and ACC 
phosphorylation in the skeletal muscle is unclear and deserves further investigations. 
 To address the physiological relevance of the hypothalamic IL6/ERK-induced fat acid 
oxidation in the skeletal muscle, we used the acute exercise protocol by two different reasons. 
The first one is that exercise is known as a classic “fat burn” inductor. Exercise induces 
tryglicerides mobilization in the adipose tissue and fatty acid oxidation in skeletal muscle, in 
particular in the oxidative fibers (Jeppesen and Kiens, 2012). The second reason is that exercise 
increased the peripheral (Pedersen and Febbraio, 2012) and central (Ropelle et al., 2010) IL6 
production. Acute exercise increased ERK1/2 phosphorylation in the hypothalamus and fatty 
acid oxidation in muscle. These effects were not observed in exercised IL6 knockout mice. 
However one could argue that IL6 could directly induces AMPK activation and fatty acid 
oxidation in muscle, independently of the central nervous system. Notably, the serum levels of 
IL6 returned to the basal levels 3 hours after the exercise protocol. In addition, exercise failed 
to induces AMPK activation and fatty acid oxidation when we disrupted hypothalamic-specific 
IL6 action in mice by using ICV anti-IL6 antibody. Thus, our results strongly suggest that 
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exercise requires, at least in part, the central action of IL6 to induces the lipid oxidation in 
muscle.  
Another interesting point is the prolonged effect of exercise on AMPK and ACC 
phosphorylation observed in the skeletal muscle of mice. Previously, we demonstrated that 
acute exercise sustained the AMPK phosphorylation in muscle of rats (Pauli et al., 2008). 
Human study showed that AMPK activity remained very high in the skeletal muscle of lean 
individual 150 minutes after acute exercise (Sriwijitkamol et al., 2007). Our results 
demonstrated that both, IL6 ICV injection and exercise, increased AMPK and ACC 
phosphorylation and fatty acid oxidation in muscle of mice until 3 hours after these stimulus. 
These data suggests that the central action of IL6 could underpin the AMPK phosphorylation 
and fatty oxidation in the muscle after exercise. These observation also suggests that 
hypothalamic IL6 could contributes to the excess post-exercise oxygen consumption (EPOC) 
effect observed in exercised individuals (LaForgia et al., 2006). 
By using different methodological approaches including pharmacological, 
physiological and genetic experiments in vivo, our study provided consistent evidences that 
hypothalamic IL6/ERK axis increased AMPK and ACC phosphorylation and stimulated the 
fatty acid oxidation in red portion of the skeletal muscle of mice. In addition, we demonstrated 
that α adrenergic pathway established the link among the central nervous system and skeletal 
muscle. Collectively, our data reported an interesting physiological circuitry involving the 
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Figure 1. Effects of intracerebroventricular injection of interleukin-6 peptide on AMPK 
pathway in different muscle tissue. 
Animals were submitted to ICV infusion of IL-6 peptide (100ηg) and sacrificed at different 
times: one hour, three hours and six hours after ICV injection. Soleus muscle was used for 
analysis of the AMPK pathway (A and B), and fatty acids oxidation (C). EDL muscle (D and 
E) and Gastrocnemius muscle (F and G) of lean mice were analyzed for the AMPK pathway. 
Quantification of oxygen consumption was measured after 3 hours of treatment of IL-6 ICV 
(H).  ANOVA indicates differences between group treated with the IL-6 peptide when 
compared to the control group (* p <0.05). IB, Immunoblotting (n = 6). 
Figure 2. Hypothalamic ERK pathway is critical for IL-6 effect on the modulation of the 
fatty acid oxidation in skeletal muscle 
Male C57BL6/J received IL 6 peptide ICV injection and 30 minutes after the hypothalamus 
was removed and dissected. Analyses were made of ERK phosphorylation in the arcuate 
nucleus, ventromedial nucleus and paraventricular nucleus (A). Another group were treated 
with PD 98059 ICV (60µM), 30 minutes after they received IL6 infusion and 30 minutes after 
were sacrificed.  ERK phosphorylation was analyzed in hypothalamus extracts (B), AMPK 
pathway in soleus muscle (A and B) and  fatty acids oxidation (C). ANOVA indicates 
differences between group treated with the IL-6 peptide when compared to the control group (* 
p <0.05). IB, Immunoblotting (n = 6). 
Figure 3. α2A/α2C-adrenoceptor knockout has acid oxidation in muscle induced by IL-6 
central impaired. 
Effects of treatment with α1 adrenergic receptor antagonist Prazosin (4 mg per kg; Sigma) and 
α2 adrenergic receptor antagonist Yohimbine (5 mg per kg; Sigma) intraperitoneally (i.p.), 30 
min before and 3 h after intrahypothalamic infusion of IL-6 peptide saline on AMPK pathway in 
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soleus muscle (A and B). Male α2A/α2C-adrenoceptor knockout were treated witl IL-6 peptide 
ICV and the AMPK pathway in soleus muscle analyzed (C and D), fatty acids oxidation (E) 
and IL-6 level (F). ANOVA indicates differences between wild-type group treated with the IL-
6 peptide when compared to the control group (* p <0.05). IB, Immunoblotting (n = 6). 
Figure 4. Effects of physical exercise on AMPK pathway in the soleus muscle of lean mice. 
One  animal group was submitted to acute swimming protocol and sacrificed at different time 
points: one hour, three hours and six hours after the end of swimming and AMPK pathway in 
soleus muscle analyzed (A and B). IL-6 level collected after 3 hours of exercised (C) ERK 
phosphorylation in the arcuate nucleus and ventromedial nucleus (D). Second group was treated 
with antibody IL-6 30 min before and soon after the exercise protocol, ERK phosphorylation 
in hypothalamus (E), AMPK pathway in soleus muscle (F and G) and fatty acid oxidation (H) 
were analyzed. ANOVA indicates differences between the exercised animals when compared 
to the resting group (* p <0.05). IB, Immunoblotting (n = 6). 
Figure 5. IL-6 knockout animal has fatty acid oxidation abolished in the muscle. Western 
Blot analysis of ERK phosphorylation in hypothalamus (A), AMPK pathway in soleus muscle, 
of acute swimming protocol of WT and IL-6 KO animals (B and C) IL-6 KO and WT animals 
treated with ICV infusion of IL-6 peptide and euthanized 30 minutes after IL-6 infusion to 
analyzed of ERK phosphorylation in hypothalamus (D). Another group sacrificed 3 hours after 
IL-6 infusion and the AMPK pathway in the soleus muscle analyzed (E and F). ANOVA 
indicates differences between IL-6 KO animals exercised or treated with the IL-6 peptide when 































































5. DISCUSSÃO GERAL 
 
No presente estudo, informou que a sinalização hipotalâmica IL6 / ERK induz a oxidação 
dos ácidos graxos no músculo esquelético. Mostramos que a sinalização de ERK no VMH 
induzida pela IL-6 medeia o aumento da fosforilação da AMPK, ACC e oxidação dos ácidos 
graxos especificamente em tipos de fibras predominantemente oxidativas de camundongos. 
Nós também exploramos o papel da via alfa adrenérgica, que liga a ação central da sinalização  
IL-6/ERK COM metabolismo dos ácidos graxos no músculo esquelético. Em particular, foi 
demonstrado que os receptores α2A e α2C desempenham um papel fundamental neste circuito 
fisiológico. 
Vários estudos têm demonstrado que a ação central ou periférico de IL6 tem efeitos 
benéficos sobre o gasto de energia e o metabolismo lipídico em animais e humanos (Carey et 
al, 2006;. Kharraz et al, 2013;. Lukaszuk et al, 2012;. Van Hall et al ., 2003; Wallenius et ai, 
2002). Wallenius e colegas relataram que a ação central de IL6 leva ao gasto de energia 
aumentado em animais (Wallenius et al., 2002). Neste sentido, um grande número de estudos 
demonstraram que a ação central de leptina, um hormônio tal como a citocina, induz uma 
resposta pro-termogénica potente (Henry et al., 2011) e a oxidação de lípidos no músculo 
esquelético (Minokoshi et al., 2002). Recentemente, um outro estudo experimental descreveu 
que a ação central de IL1β induz perda de peso e atrofia muscular (Braun et al. 2011). Os nossos 
resultados mostraram que a injeção ICV IL6 aumentou o consumo de oxigênio e a oxidação 
lipídica no músculo sóleo de camundongos. Tomados em conjunto estes e outros estudados 
forneceu evidências consideráveis de que a ação central de várias citocinas, incluindo IL-6, 
controla a homeostase de energia, em particular no músculo esquelético. 
A ligação entre o hipotálamo e o metabolismo do músculo tem sido extensivamente 
examinado. Um estudo mostrou que curiosamente a ação central de orexina no VMH induz 
captação de glicose no músculo esquelético de animais (Shiuchi et al., 2009). A estimulação da 
via hipotalâmica ERK1/2 tem sido também implicada no controle do metabolismo da glicose 
no músculo. ERK e MEK controla o aumento, induzido por leptina, da captação de glicose e a 
sensibilidade à insulina no tipo de fibra predominantemente oxidativa no músculo esquelético 
de camundongos, através da ativação do sistema da melanocortina no VMH (Toda et al., 2013). 
Nosso estudo demonstrou que a ativação farmacológica ou fisiológica da ERK no VMH através 
da IL6, aumentou a oxidação de ácidos graxos e fosforilação da AMPK e ACC no músculo 
sóleo de animais. 
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Basicamente, as vias neurais e hormonais medeiam a interação entre o sistema nervoso central 
e a função do músculo. Acumulando número de estudos demonstraram que o fluxo simpático 
estimula diferentes sinais em tecidos periféricos, tais como, adiposo e tecido hepático e no 
músculo esquelético (Shiuchi et ai, 2009;. Song et ai, 2010;. Tsuneki et ai, 2015.). Minokoshi 
e colegas mostraram que a desnervação dos nervos ciático, femoral e obturador aboliu a 
fosforilação da AMPK no músculo esquelético de animais que receberam uma injeção ICV de 
leptina (Minokoshi et al., 2002). Surpreendentemente, os nossos resultados demonstraram que 
o eixo hipotalâmico IL6 / ERK induz oxidação dos ácidos de lipídios no músculo esquelético 
através do fluxo simpático por meio da via α2 adrenérgica, envolvendo especificamente os 
receptores α2A e α2C. Estes resultados estão de acordo com a literatura, uma vez que a 
estimulação das vias α-adrenérgicas, mas não os β-adrenérgicos, está envolvido na via de 
ativação de AMPK no músculo esquelético (Minokoshi et al., 2002). O mecanismo pelo qual 
receptor intracelular α2A e α2C induz a AMPK e ACC fosforilação no músculo esquelético 
não está claro e merece mais investigações. 
Para abordar a relevância fisiológica da oxidação dos ácidos gordura no músculo 
esquelético induzida pelo eixo hipotalâmico IL6/ERK, foi utilizado o protocolo de exercício 
agudo por duas razões diferentes. O primeiro é que o exercício é conhecido como um clássico 
indutor de "queima de gordura". Exercício mobiliza triglicerídeos induzindo a oxidação de 
ácidos graxos no tecido adiposo e músculo esquelético, em particular nas fibras oxidativas 
(Jeppesen e Kiens, 2012). A segunda razão é que o exercício aumenta produção de IL-6 
periférico (Pedersen e Febbraio, 2012) e central (Ropelle et al., 2010). O exercício agudo 
aumenta a fosforilação de ERK1/2 no hipotálamo modulandoa oxidação dos ácidos graxos 
muscular. Esses efeitos não foram observados em camundongos knockout IL6 exercitados. No 
entanto pode-se argumentar que IL6 poderia induzir diretamente a ativação da AMPK e 
oxidação de ácidos graxos no músculo, independentemente do sistema nervoso central. 
Notavelmente, os níveis séricos de IL-6 retornou aos níveis basais em 3 horas após o protocolo 
de exercício. Além disso, o exercício não induz a ativação de AMPK e oxidação de ácidos 
graxos, quando ação específica IL6-hipotalâmico foi perturbada nos animais tratados com 
anticorpo anti-IL6 ICV. Assim, os nossos resultados sugerem fortemente que o exercício 
requer, pelo menos em parte, a ação central de IL6 para induzir a oxidação de lípidos no 
músculo. 
Outro ponto interessante é o efeito prolongado do exercício na fosforilação da AMPK e 
ACC observada no músculo esquelético de camundongos. Anteriormente, demonstrou-se que 
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o exercício agudo sustenta a fosforilação da AMPK no músculo dos ratos (Pauli et al., 2008). 
Estudo em humanos mostraram que a atividade da AMPK permaneceu muito elevado no 
músculo esquelético 150 minutos após o exercício agudo (Sriwijitkamol et al., 2007). Os nossos 
resultados demonstram que ambos, injeção ICV de IL6 e exercício, aumentam a fosforilação  
de AMPK e ACC e a oxidação de ácidos graxos no músculo dos animais até 3 horas após a 
estes estímulos. Estes dados sugerem que a ação central da IL6 poderia sustentar a fosforilação 
da AMPK e oxidação lipídica no músculo após o exercício. Estes observação também sugere 
que IL6 no hipotálamo poderia contribuir para o aumento de consumo de oxigênio pós-
exercício (EPOC) observado em indivíduos exercitados (LaForgia et al., 2006). 
Usando diferentes abordagens metodológicas, incluindo farmacológico, fisiológico e 
experiências genéticas in vivo, o nosso estudo forneceu evidências consistentes de que o eixo 
hipotalâmico IL6 / ERK aumentara fosforilação de AMPK e ACC  e estimulou a oxidação de 
ácidos graxos no músculo esquelético de camundongos. Além disso, foi demonstrado que a 
ligação entre o sistema nervoso central e músculos esqueléticos é via α adrenérgica. 
Coletivamente, nossos dados relataram um circuito fisiológico interessante envolvendo o 
metabolismo muscular e uma região do específica do hipotálamo. 
6. CONCLUSÃO 
 
O presente estudo demonstrou que o sistema nervoso central tem papel fundamental na 
modulação da OAG muscular através da ativação da IL6 no hipotálamo. Evidenciamos que a 
IL6 central é capaz de sensibilizar o metabolismo lipídico muscular por intermédio da ativação 
da proteína ERK no hipotálamo ventromedial (VMH). Demonstramos que o exercício é capaz 
de estimular a via IL6/ERK1/2 no hipotálamo ventromedial e assim modular a OAG na 
musculatura esquelética. No entanto a infusão central do anticorpo contra IL6 aboliu este efeito 
causado pelo exercício, da mesma forma os animais knockout IL6 submetidos ao exercício 
apresentaram OAG prejudicada, ao passo que a infusão central de peptídeo IL6 restaurou a 
ativação da via AMPK muscular, principal proteína envolvida no metabolismo lipídico, nestes 
animais, evidenciando a importância desta citocina para ativação da OAG muscular. Finalmente 
documentamos que esta estreita relação entre sistema nervoso central e musculatura esquelética 
ocorre através da ativação da via α 2AC adrenérgica, uma vez que o tratamento com ioimbina, 
droga responsável pela inibição desta via, aboliu o efeito da infusão central de IL6 sobre a 
OAG, o mesmo foi observado em animais duplo knockout para receptores adrenérgicos α2AC. 
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Em conjunto, esses dados sugerem  importância do sistema nervoso central através da via 
IL6/ERK1/2 no hipotálamo para modulação do metabolismo lipídico muscular. 
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